バイオフィルムを有する底部境界モデル培養系の確立と硫化物動態 by 石橋 矩久
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ロタイタ―プレートによる静置培養（Microtiter-plate culture; O`Toole and Kolter, 
1998)、または流水条件の微小溝チェンバーFlow chamberによる顕微鏡下の培養（Flow 




の共生についての研究（Wolfarrdt et al., 1994）、温泉域や熱噴出域の極限環境のミッ
クスバイオフィルムのコミニュテイの解析（Kubo et al. 2011）等の例がある。 
沿岸域の海底は陸上由来と海洋で生産された多量の有機物が蓄積され、海底表面は多彩
な微生物の代謝活動により有機物の分解と無機化が活発に生じる場所である（Fenchel et 
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が特徴である。この底質の表面堆積物には 10９/cm3の細菌が生活しており（Fenchel et 
al., 2012）、このために水分を有する底質の底部境界域では細菌による物質分解と生物生
産が多様に活発に行われている。特に、底質表面では硫酸還元細菌が非常に多く存在し








のみの領域は “euxinic sediment”、反対に酸素のみの領域では“fully oxic”の術語
が使用される。   
  
 

















用されている（(笠原ら, 2012）。海水中の AVSは堆積物中の AVSと異なり、粒状物は非常に
少なく、ろ過された海水の AVS には溶存硫化物である H2S、HS－、FeHS＋、FeS cluster (FeS
残渣物)、硫化イオン-ナノ粒子（Ion sulfide nanoparticles）が含まれている（Rickard and 
Morse, 2005）。海水中の H2S, HS－, SOの存在比は海水の pHに支配されている。また海水中













がなされている（Kühl and Jørgensen, 1992)。こうした研究の結果、細菌と珪藻を有す
るバイオマットが、底質表面の酸素、窒素化合物、硫黄化合物の循環をコントロールして










































































（c）潮間帯の砂を覆うバイオフィルム（スケールは 50μｍ；Krumbein, 2001） 
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（a）震災直後 2011.5 の気仙沼・舞根湾の海底バイオフィルム 









 （水深 3200ｍ；海洋研究開発機構高井研研究室ホームページ） 
 












（a）飼育水槽(南伊豆栽培センター）      （b）飼育水槽堆積物表面のバイオフィルム 
 







         （d）セディメント・トラップ試料の模式図 
 


























がある。 すなわち、ＭＴＰによる静置培養（O'Toole and Kolter, 1998）と、流水条件























いる魚類初期用配合飼料（アンブローズ 400、日本配合飼料［現在は Feeds One］製、 粒
径 420〜650 µm、表 2.1）、有孔虫石灰岩粉末（Foraminiferal limestone; 商品名フィッ
シュグリーン，（株)グリーン・カルチュア、富山県高岡市、平均粒径 70 µm、表 2.2）の 3
種類を置き、バイオフィルムの再現を試みた。その後、試験を容易に行うために、ガラス
小型水槽（底面 18 X 31 cm、高さ 24 cm) と 100 mL容のガラスビーカーを用いてスケー
ルダウンした実験系を作成した。水槽内に、多数の孔（直径約 3 mm）のあるプラスチック
円柱管（長さ 12 cm、 直径 5 cm）を鉛直に設置し、その内側の水面下７cmの位置にエア
ーストーン（直径 3 cm）を垂下して通気し、水の動きを防止しつつ、溶存酸素を供給する
系とした（図 2.2）。通気はエアーポンプ（O3 PROOF 202、 アデックス社）を使用した。
飼育水槽底面からスコップにより採取したミックスバイオフィルムを有する堆積物 100 
mg/cm2 (重量/ビーカー底面積)と魚類初期用配合飼料 10 mg/cm2と有孔虫石灰岩粉末 5 
mg/cm2の 3種類を海水を含む 100 mL容ビーカー底面（底面積 24 cm2）に置き拡げた。こ
のビーカーを上記の小型水槽の底面に置き試験した (図 2.2)。水温は 22 ℃に保った。 
結果 
 500L容水槽、小型水槽の実験共に、培養開始直後から堆積物の直上水は懸濁し、培養開










２．２ 液体表面バイオフィルムの形成  















は以下の 4地点から採取した(図 2.4)。東京都港区の天王洲橋下の運河床（35˚37’24”N, 
139˚44’42”E、）、東京都大田区の大井海浜公園の地先の運河床（35˚35’19”N, 139˚
44’58”E）、神奈川県鎌倉市の七里ヶ浜砂浜の汀線（35˚18’9”N, 139˚31’26”E）の 3
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上、室内照度は 6.8 µEm–2 S–1 以下であった。バイオフィルム量は、バイオフィルムの体積






ナイロンメッシュ（5 x 5 cm、目合い 50 µm、 NYTAL DIN1 10-50、Sefar Inc.) に、移
し載せてメッシュの下から吸水紙でポリマーの表面の水分を吸水した。精密天秤で質量測
定を繰り返し、ほぼ一定に達した測定値をバイオフィルム湿重量とした。水質は以下の方
法を用いて測定した。水中の酸揮発性硫化物（Acid Volatile Sulfides; AVS）、すなわち
酸性条件で硫化物として揮発する硫黄化合物の総量（主に硫化水素、硫化水素イオンと、
その他の硫化物イオン、およおよび黄鉄鉱［pyrite］を除く硫化鉄)（Samukawa and 











により 660 nm吸光度（1 cmセル使用）を測定した（以下、この値を本論文では OD660と
表記、ODは Optical Density の略である）。 
 底質から採取したバイオフィルムを含む堆積物 100 mg/cm2 （重量／ビーカー底面
積）、有孔虫石灰岩粉末 5 mg/cm2、魚類初期用配合飼料 10 mg/cm2、の 3種類を 100 mL容
ガラスビーカーの底面に置き拡げた。ろ過海水 80 mLをビーカーへ加えた。蒸発を防ぐた
めにポリ塩化ビニリデンフィルム（クレハ、東京）で容器表面を覆い、これを室温 22 ℃























mg/cm2 （重量/プラスチック容器底面積）と、天王洲橋下の川床から採取した底質 100 
mg/cm2と有孔虫石灰岩粉末 3 mg/cm2を、それぞれ、ろ過海水 80 mLを入れた 220 mL容円
錐台形の透明プラスチック容器の底面に置き拡げた。ろ過海水は東京湾内湾の表層から採
水した海水をフィルター用マット（観賞魚用高級ろ過材、マット工房、東京）で、ろ過し
て使用した。これらの容器を 20 ℃の室内に静置して培養を行った（図 2.5 c)。培養開始
後の数日毎に、各々の容器の液体表面に形成されたポリマー膜を目視と顕微鏡で観察し





量は PCVとして 0.01 mL以下であり測定できなかった。魚類初期用配合飼料 10〜25 
mg/cm2の培養では、培養開始後 4日の液体表面に PCVとして 0.03 〜0.05 mL の非常に薄
い流動性のある膜が形成され、膜の厚さは 12μmであった（図 2.6 a)。培養開始後７日に
ポリマー膜は流動性を無くしたが弾性を有しており、PCV は 0.5〜0.6mL、厚さは約 190μ
m となった。（図 2.6 b)。この期間に膜の厚さは約 15倍増した。魚類初期用配合飼料の量
が 5〜15 mg/cm2では培養開始後約 10 日に表面が湿った膜を形成しバイオフィルム量は増
加した（図 2.8）。しかし、栄養量が 25 mg/cm2の培養では、培養開始後９ 日には表面の
水分の枯渇した膜となった。この表面の枯渇した被膜は割れ易く、液表面からの掬い取り
が困難であった（図 2.6 c)。 














量は増した（図 2.9）。栄養量が 15 mg/cm2の培養では液体表面バイオフィルムの湿重量
は、栄養量 5 mg/cm2の培養で形成した液体表面バイオフィルムの約 2倍の湿重量であっ
た。しかし、栄養量 15 mg/cm2の培養と 25 mg/cm2の培養では形成された液体表面バイオフ









および同一量の有孔虫石灰岩粉末を 80 mL の海水を入れた複数のビーカー底面に置き拡
げ、水温 20 ℃で７日間の培養を行った。それぞれの容器の表面に形成した液体表面バイ
























底質量 10㎎/cm2の実験でのバイオフィルム形成量は 33±0.1㎎であり、底質量 100 ㎎
/cm2の実験での形成量は 88±26.2  ㎎であった(図 2.12)。底質量は 10倍の差異があった
が、形成されたバイオフィルム量は約 2.7倍（最大 4.8倍）の違いであった。この時、底
質量の多い方がバイオフィルム形成量の偏差が大きかった。また、培養開始後 7日のビー


















量 5〜15 mg/cm2の水は透明となったが、栄養量 25 mg/cm2では水の濁りは継続していた。




れ、その時の硫化物は 0.02 mg‐S/mLであった。培養開始後 6日にバイオフィルムの湿重
量は約 0.3 mgとなり、硫化物は 0.04 mg‐S/mLであった。培養開始後４日から培養開始
後 6日までの期間にバイオフィルム湿重量は 10倍量増した。培養開始後 8日にはバイオ
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液体表面バイオフィルムをゴム付 5 mL ピペットにより 20 回以上のピペッティングで破砕
し、有孔虫石灰岩粉末 5 mg/cm2、魚類初期用配合飼料 10 mg/cm2と共に、100 mL 容ガラス















測定してバクテリア活性を比較した。     
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との関係から検討した。7L容の小型ガラス水槽 4つを用い、相模湾で採水した海水をグラ
スファイバーフィルター（径 25 mm、Whattmann GF）によりろ過して各 5 Lを水槽へ入れ
た。ガラス水槽の底面にエアーストンを置きエアレーターにより通気して海水を好気環境
とした。魚類飼育水槽の底面のバイオフィルムを有する堆積物から静置培養方法により分
離構成した液体表面バイオフィルムの細片を使用した。水槽の底部に 250 mL ガラスビン
を置き、バイオフィルム 400 µg（湿重量）、魚類初期用配合飼料 4.0 g、有孔虫石灰岩粉









灰岩粉末）、試験 2区（魚類初期用配合飼料と有孔虫石灰岩粉末）、試験 3 区（バイオフ
























高濃度の 0.06〜0.08 mg/L に達した。その後のバイオフィルム形成後は、3試験区ともに
硫化水素が急激に減少し、培養開始後 9 日には硫化水素は検出されなかった（図




復した。培養開始後 15日の 3 試験区の溶存酸素は 7.0〜7.2 mg/Lと高くなり試験開始時
と、ほぼ同じ値を示した（図 2.16）。堆積物表面のバイオフィルムの除去前後の直上の水
質を比べると、アンモニア態窒素はバイオフィルム除去前では 208〜328 mg/L であり、除
去後は 383〜479 mg/L に増加した。亜硝酸態窒素はバイオフィルムの除去前では 0.07〜
1.42 mg/Lであり、除去後は 0.46〜9.14 mg/Lに増加した。特にバイオフィルムの形成量
が大きかったた試験区 1と 3では、ミッツクスバイオフィルム除去後の亜硝酸態窒素の濃
度は除去前の 6倍に増加した (図 2.17)    
  
 





















成されることは、枯草菌 Bacillus subtilis、結核菌、酢酸菌 Gluconacetobacter 
xylinus等で報告されている（柳田, 1981; 松下, 2008）。Bacillus subtilis は細菌の栄
養が液体に存在するだけで、液体表面バイオフィルムを形成する（Morikawa et.al., 
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リクラ形成機構は解明が進み、多くの土壌細菌がペリクラ形成遺伝因子を有していること
が明らかになっている（Flemming et.al., 2017）。 
 バクテリアの単離培養により、南伊豆栽培漁業センターの飼育水槽と百島の塩水池の
バイオフィルムを有する堆積物から 70株のバクテリア種類が単離培養できた。そのうち




することが、電子顕微鏡観察により示されている（Armitano et al., 2013）。また、非
破壊方法による観察から、スライドガラス表面への単一種細菌のバイオフィルム形成は、
浮遊細菌の増殖と同様に誘導期、対数増殖期、定常期の過程をとることが明らかにされて








Flow chamber cultureが行われ、顕微鏡下での観察が行われている。この Microtiter-
plate cultureは本研究と同様な静置培養法であるが、プレート上の多数の円柱孔の壁面





















（Marshall, 1978）。 特に Caはバイオフィルム形成分多糖類の結合媒体として、重要な


























































粗蛋白質 52％以上  
粗脂肪 8％以上 
粗繊維  3％以下 
粗灰分 15％以下 
カルシウム  2.0％以上 
リン  1.4％以上 
  日本 （日本配合飼料, 2009） 
      
  
 



















カリウム       0.74 
リン 0.21 
マンガン 0.20 
亜鉛  0.04 
（グリーン・カルチュア, 2000）  





















図 2.1 500L容水槽を用いた実験系 
 





























































                                                                            
（a）培養開始時の底面             (b) 底面のバイオフィルム形成（培養開始後７日） 
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(a) 天王洲橋下（砂泥地）      (b) 七里ヶ浜海岸（砂地）      (ｃ) 大井海浜公園地先 









                   (e) 内湾海底からの採集 
                           （東京湾羽田沖水深 20ｍ） 
                            撮影：大内田氏 
 
 (d) 底質コアと酸化還元域底質        
    （天王洲橋下） 
                                      



























           図 2.5  静置培養法による液体表面バイオフィルム形成 














     
        c. 
(a) ゾル状バイオフィルム   (b) ゲル状バイオフィルム  (ｃ) 表面水分の枯渇した 
（培養開始後 4 日）      （培養開始後 7 日）            バイオフィルム 
                                                             （培養開始後 9日）   



















































































図 2.9   栄養量と液体表面バイオフィルム形成量 















































図 2.10  栄養量と液体表面バイオフィルム容量と比重 



































































10 mg/cm2 100 mg/cm2
  
 





                 































































図 2.13  液体表面バイオフィルムの形成と硫化物(AVS) 







































































































































試験区.1 .試験区２ 試験区.３ 試験区.４（対照）
  
 











図 2.16 固相底面におけるバイオフィルム除去前後の堆積物上の水質 
試験区 1 有孔虫石灰岩粉末、栄養、バイオフィルム  
試験区 2 有孔虫石灰岩粉末、栄養 


























































明円柱容器（アクリル製; 内径 9.5cm、高さ 15cm、1L容)の中間にナイロンメッシュ（目
合い 50μm、 NYTAL DIN1 10-50, Sefar Inc.）を張りモデル底面とした。微生物化学反
応による有機物の変質を防止するために、モデル底面材料はナイロンメッシュを用いた。
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前述のフィルター用マットでろ過したものを使用した。液体表面バイオフィルムの破砕物
（0.2mL PCV）、魚類初期用配合飼料（10 mg/cm2）、有孔虫石灰岩粉末（3 mg/cm2）の 3種
類を、モデル底面に置き拡げた。 
結果  
  図 3.2 に示したように、培養開始後 3日には、モデル底面上にバイオフィルムが形成さ
れた。一方、バイオフィルム形成と並行して、モデル底面上部の海水中に顕著な白濁相が

























の範囲であり、この白濁液を開栓したサンプル瓶に採集し 10 ℃と 1 ℃の空気中に放置し
た。室温 10 ℃では 6 日後、1 ℃では 12 日後に、それぞれのサンプル瓶内の溶液の白濁
は消失して海水は透明となり、硫化臭も消失した。白濁液中の生物有機物の存在を調べる













（Denaturing gradient gel electrophoresis； 変性剤濃度勾配ゲル電気泳動）および
DGGEバンドの PCR（polymerase chain reaction）による遺伝子増幅後に塩基配列解析と
簡易系統解析を行う PCR-DGGE法により調べた（Muyzer and Smalla, 1993; Nishijima et 
al., 2010; Ishi et al., 2000）。16SrDNAの塩基配列を PCRにより増幅するために、DNA
を DGGE試料から MORA-EXTRRACT（極東製薬、東京）を用いて抽出した。プライマーとして
GC-341f及び 534r(細菌 16SrDNA 約 200 bp増幅用）を用いて増幅した。PCR 増幅は、
Touch Down法(Don et al., 1991)を一部改変して行った。増幅した産物を用いて、アガロ
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ースゲル電気泳動を行った。泳動装置は Dcode DGGE コンプリートシステム（BIO RAD, 
CA, USA）を用いた。泳動ゲルには 8 %（w/v）ポリアクリアルアミドゲルを用いて、変性
剤濃度を 25 % から 65 %に増加させる条件で、100 Vで約 12 時間泳動した。泳動後のゲ
ルは, SYBR Green I（タカラバイオ）で染色し、UV照射により確認した。切り出したバン
ドから DNAを抽出し、これを鋳型として PCR増幅した産物を用いて再度 DGGE を行うこと
を数回くりかえして、バンドの純度確認を行った。DGGEの条件は上記と同様とした。バン
ド由来の DNAを鋳型として、PCR増幅を行った試料について、塩基の蛍光ラベル試薬キッ
ト BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit(Applied Biosystems, CA,USA）を用い
て、塩基配列を決定した。ラベルされた塩基配列用試料をシーケンサー（ABI 3130xl 
Genetic Analyzer System(Applied Biosystem, CA, USA）に供して、塩基配列を解読し
た。ソフトウェア ChromasPro 1.4（Technelysium Pty Ltd.,Tewantin, USA）により、シ
ークエンサーのデータから塩基配列決定を行った。相同性検索および簡易分子系統解析は
アポロン 2.0ソフトウェア（Techno Surga Laboratory Co.,Ltd, Shizuoka）と国際塩基
配列データベース（GenBank/DDBJ/EMBL）、アポロン基準株データベース DB-BA9.0（Techno 
Surga Laboratory Co.Ltd, Shizuoka）を使用した （Muyzer and Smalla, 1998; 
Nishijima et al., 2010; 石井ら, 2000) 。 
底部境界モデル培養系を用いて前記と同様に、底質から再構成したミックスバイオフィ
ルムの破砕物 PCV 0.2 mL/cm2、魚類初期用配合飼料 10 mg/cm2、有孔虫石灰岩粉末 3 
mg/cm2をモデル底面に置き拡げて培養した。培養期間中の水温は 25±１℃に保った。シリ
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培養開始後 1日のモデル底面上部は約 3 cm直上まで白濁し、底面直上 2 cmでは濁度
（OD660）が 0.09であった。この時、底面の下部は、一様に薄く白濁した。培養開始後 2
日のモデル底面の直上 2 cmの濁度は 0.26まで増加し、モデル底面の約 7 cm 上部に濁度
0.07と 0.00の明確な濁度の境界面が形成された。この時、モデル底面の下部の白濁は前
日より濃くなった。培養開始後 3日に, モデル底面から約 4 cm上部まで濁度 0.07 の白濁
層が形成された（図 3.5）。この時、モデル底面には粘質を有するバイオフィルムが形成さ
れていた。また、目視観察ではモデル底面下部の白濁濃度は前日とほぼ同じであった。モ
デル底面直上 2 ㎝の固定点からの試水の DGGE解析では、培養開始後 1 日、2日、3 日
に、それぞれ 3 本（1 F-a, b, c）、3 本（2 F-a, b, c）、4 本（3 F-a, b, c, ｄ）の明
確なバンドが発現した（図 3. 6）。特に底面直上に白濁層が形成された培養開始後 3 日の
検体では、培養開始から見られたバンド 3 F-a, が増加し、他の 2本（3 F-b, c）のバン
ドは変わらなかった（図 3. 6）。培養開始後 3 日に明瞭に発現した 4 本のバンド(3 F-a, 
b, c, d)の塩基配列 E 解析を行ったところ、以下の細菌の帰属分類群が推定された（図
3.7）。バンド 3 F-aは Arcobaterc sp. (相同率 100 %、細胞内硫黄粒子を有する微好気性
の硫黄細菌)、 バンド 3 F-b は Lutibacter sp. (相同率 100 %、潮間帯の偏性嫌気性の炭
素分解菌)、バンド 3 F-cは Clostridiales目(相同率 94 %、土壌細菌の偏性嫌気性の硫酸
還元細菌), バンド 3F-ｄは Rhodobacterace科(相同率 99 %、Ｓ０を利用する紅色非硫黄
光合成細菌)であった（図 3.6）。 培養開始後 1日から白濁層の形成された培養開始後 3 
日までは Lutibacter sp.と Arcobacter sp.と Clostridiales目の 3 種類の細菌種類が認めら
れた。培養開始後 3 日に光学顕微鏡の観察で確認された顆粒を有する細菌の Arcobacter 
sp.は前日と比較してバンドが増加し、Lutibacter sp.、Clostridiales目の発現も継続して

















度（4 cm/min.）で溶存酸素センサーを垂下移動させ、水面からモデル底面の直上 2 cmま
での間の 9点で測定した（図 3.8）。また、溶存酸素センサーの側面にシリコンチューブ
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7.5、10.0 , 20.0 mg/cm2と、同一量のポリマー状バイオフィルムの破砕物（PCV0.2mL）
と、同一量の有孔虫石灰岩粉末（3 mg/cm２）を、それぞれの水槽内のアクリル容器のモデ
ル底面に置き、培養を行った。実験室内で水温を 25 ℃に定に保った。モデル底面の直上





 モデル底面下部では、培養 2 日目に硫化物が検出されたが、モデル底面の直上部では硫
化物は検出されなかった。魚類初期用配合飼料の量が 5.0、7.5、10.0 mg/cm2の試験区で
は、培養開始後 3 日から全ての試験区でモデル底面の直上部と下部で硫化物が検出された。




濁層の形成期間は長かった（図 3.10）。培養開始後 3 日での魚類初期用配合飼料の量とモ
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デル底面の下部水の硫化物濃度の関係は、魚類初期用配合飼料の量が 5.0 と 7.5 mg/cm2















 水温 25、20 ℃区では、培養開始後 3日目からモデル底面の直上部と下部で硫化物が検
出された。水温 15 ℃では、モデル底面の下部では培養開始後 6 日目から硫化物が検出さ
れた。水温 15 から 25 ℃までは、下部の硫化物の最高濃度はほぼ同じであった。一方、
直上部では水温が低いほど硫化物の最高濃度は高かった。モデル底面直上と下部の硫化物
が検出される期間は水温が低いほど長かった（図 3.11）。白濁層の形成開始は水温 25 ℃
では培養開始後 1 日目であり、水温 20 ℃と 15 ℃では培養開始後 2日目であった。白濁
層の存続する期間も水温が低いほど長かった。  
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3 から 5 日目に酸化還元電位は－300  mVに達した。また、3 例ともに直上の酸化還元電
位が－100 mV以下に低下した時に、白濁層形成が観察された(図 3.12)。逆に、直上の酸
化還元電位が 0 mV以上に回復して上昇した時には、白濁層は消失した。   
 




















構成が検討されている（Liau et al., 2014）。 
  
 























































（入江ら, 2010）。2012 年 9月 23日～10月 1日に東京湾奥で規模の非常に大きな青潮が発
  
 


























水は硫黄により青色を呈して、青潮を生じる。   
  
 














































   図 3.1 水分を含む底質の底部境界層のモデル培養系（模式図） 
小型ガラス水槽 (底面積 18 cmx 31 cm,高さ 24 cm)  
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(a) 培養開始後の懸濁 6/30      (b) 上部水の濁り境界形成 7/1   
                
(c) 白濁層の形成開始 7/2      (d) 白濁層の形成 7/3 
                  
(e) 白濁層の消失前 7/4        (f) 白濁層の消失直前 7/5 
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(a)白濁層の粒状構造 (X100)  (b)白濁層の粒状構造 (X400) 
                        





図 3.4 白濁層の光学顕微鏡像 









                              
（a）開始後 1日     （b開始後 2 日    （c）開始後 2日の上部      （d）開始後 3 日 
(濁り境界形成)       (白濁層発現） 






    
  
 
    
  
 








レーン番号は SIID 番号の末尾番号 
  
                            M : DGGE Marker  
                                                      （ニッポンジーン,東京） 
                
F : メッシュ 2cm 直上, 
                                        U: メッシュ５cm 直上)  
               
1F ： 培養 1 日後        
2F ： 培養 2 日後         
                                         2U ： 培養 2 日後           





図 3.6  DGGE解析による白濁層の構成細菌の電気泳動図 



























図 3.7 判別された DGGEバンド塩基配列解析と帰属分類解析 
  
 






























                                            溶存酸素濃度 mg/L 
         
               
 




   
                                                              硫化物濃度 (mg-S/mL) 
硫化物濃度 mg-S/mL 
       図 3.9  白濁層形成時の硫化物と溶存酸素の垂直分布 
  
 
                
Fig. 4  White-turbid layer above the bottom of the modeled aquatic benthic boundary 
model 
with biofilm growth after 5 days culturing at 20℃ (a), and a microscopic image 
of  



























        
Fig. 5  Vertical distributions of sulfides (AVSs) and dissolved oxygen when the 
white-turbid layer presents in the experimental system after 5 days 
culture at 20°C.(: sulfide (AVS), ●: dissolved oxygen (DO), shaded 
area: white turbid layer) 
白濁層 
Sulfide concentration (S mg/mL) 




















（a） 栄養量 5mg/cm2 
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（a） 培養水温 15℃ 
     
（ｂ） 培養水温 20℃  
      
（c） 培養水温 25℃ 
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（a） 培養水温 15℃ 
 
（b） 培養水温 20℃ 
 
（c） 培養水温 25℃ 































































これらの硫化物濃度は直線的な相関 Y＝0.66 X （Y：上部の硫化物濃度、X：下部の硫化
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管のモデル底面の直下から 2本の微細シリコンチューブを差し入れ、その先端をモデル底
面下 1cmと 9㎝（円柱管底面上 1cm）の位置に固定した（図 4.26）。この円柱管の上端か





部にシリコンチューブを固定した DOセンサーを使用した。 モデル底面水上 2cm (水表面
下 18cm)、モデル底面上 8cm (水表面下 12 cm)、 モデル底面上 14cm(水表面下 6 cm)、水











の培養系の下部容器（高さ 9.8㎝、内径 5.6cm）の容積は 241.3㎝３であった。培養開始後
0、3、6、9、12日目の底面下部のみかけの硫化物蓄積量はは 0、0.528、2.64、5.347、
5.50 mg-S/cm3をと算出された。培養開始後 3日目から 9日目までの期間では、みかけの硫
化物量増加は Y＝0.83X-1.98 (R2=0.995、Y: 硫化物量、X:日数)の関係が得られた。傾き
は 0.8366であるからみかけ硫化物蓄積速度 0.83 mg-S/㎝３/日と算出された。実際にはモ
  
 


















の 10-100倍で、塩泥地 130 mg-S/cm３/日、バクテリアマット 450 mg-S/cm３/日であった
(Canfifld and Marais1, 993; Hiens et al., 1991)。嫌気環境のバイオリアクターの硫














上部 2 cmに DOセンサーを垂下固定した。４．１と同様な培養を行い、モデル底面下部の
硫化物が最高濃度に達した時に、底面上で 5分間強の通気を行った。底面直上の白濁層の
硫化物は消失して、底面直上の溶存酸素濃度は水槽上層の溶存酸素濃度とほぼ同じ値に達
した。その後、通気を止めて約 5 分間、30 秒毎にモデル底面の上部の溶存酸素を測定し






初期溶存酸素濃度 7.0 mg/Lでは初期濃度 3.6mg/Lの時よりも溶存酸素濃度の初期減少は




－ｄ[A]/dt=K[A] → １/[A] =１/[A] 0１＋K・T   
異なる初期溶存酸素量の 3回の試験では経過時間とともに１/[A]は同じ傾きを示し、[O2]
反応速度Ｋは 0.03 mg/L/min（=0.013 mM /min= 7.8mM/h）を得た（図 4.7）。実験期間前
後の底面下部の硫化物濃度は 0.14 mg-S/mL（＝4.3mM）であり変化は無かった。底面上で
H2Sが 100％酸素により酸化されるときは、4.3mMの H2Sは 8.6ｍMの O2を消費する。従っ
て、底面下部から底面上部へ供給される H2Sは、酸素消費に比較的大きな寄与をすると考
えられる。 瀬戸内海や東京湾の夏場の堆積物の酸素消費速度は 0.3〜0.9 g/L /m2・day
  
 








3 章と同様な手法を用いて培養した。測定前 2日間と測定中 3日間の合計 5日間は毎日通















































図 4.１ 白濁層形成時のモデル底面上下の硫化物濃度 






















































図 4.2 直接タイプ底部境界モデル培養系 










































































































































開始時の底面直上の DO：mg/Ｌ  
●(水温 25℃,DO7.0), ◆(水温 25℃,DO3.6) 
○(水温 20℃,DO5.5) ,◇(水温 20℃,DO4.2)  
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            (a1)  DO 4.9mg/L時の DO 分布     (a2)  DO 4.9mg/L 時の ORP分布   
                                                                      
(ｂ1) DO 6.3mg/L時の DO分布    (ｂ2) DO 6.3mg/L時の ORP分布 
                                                                                                                                                                                               
(c1) DO 7.6mg/L時の DO分布    (c2) DO 7.6mg/L 時の ORP分布 
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５． 総合考察  
５．１ 底部境界モデル培養系の形状 











槽に 1 L容のアクリル円柱管容器を 2セット置いた時には十分な溶存酸素量を保てなかっ
た。      
モデル底面下部の異なる深さから採水するために、モデル底面上部の長い直接タイプ底
部境界モデル培養系を作成した。直接タイプ・モデル培養系は底のあるアクリル円柱管
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ック網目を置いた。10L容の直接タイプ底部境界モデル培養系でも、2.5L容モデル培養系






























態（無酸素状態、anoxia condition）の 3つの環境を再現した。 海水底質の表層では有
機物の代わりに水素を電子受容体として利用する硫酸還元菌により、海水由来の硫酸を還
元して硫化水素を生成する反応系が著しい（Canfield et al., 2005,）。Jørgensen 
(1974)は砂浜の硫黄サイクルでは、ほとんどの底面境界の硫化物の硫黄は有機物分解の由
来で無く、砂の中に浸漬した海水の硫酸イオンに由来することを明らかにしている。本研
究の底部境界モデル培養系による試験からも、これらと同様な結果が類推された。      
大阪湾北部の閉鎖海域の底泥の調査では、間隙水の硫化物イオン濃度は本研究と同じ検
知管方法で測定された。底泥中の硫化物イオン濃度は、底泥表層 0-5cmでは 25 mg-S/L 
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